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【背景】 
骨格筋は人体最大の臓器であり、運動器としてだけでなく代謝臓器とし
ても重要な役割を持つ。例えば加齢に伴う筋量と筋力の低下であるサル
コペニアはフレイルの原因となり、また一方でサルコペニア患者ではイ
ンスリン抵抗性をもたらし、糖尿病の血糖管理増悪の原因となる事が報
告されている。筋量の維持のために骨格筋は高い再生能を保持しており、
筋衛星細胞はその中心的役割を担う。実際筋衛星細胞の増殖能が低下す
ると、筋萎縮が進行する事が報告されている。我々はこれまでマイクロ
アレーを用いた解析により糸球体ポドサイトで発現が上昇している新
規遺伝子として、R3h domain containing-like (R3hdml)を同定し、その機
能解析を行ってきた。その過程で R3hdml が特定の条件下で骨格筋組織
に発現することを見出した。 
 
【目的】 
骨格筋における R3hdml 遺伝子の役割を明らかにする。 
 
【方法】 
マウス骨格筋より単離した筋衛星細胞や、マウス筋芽細胞である C2C12
培養細胞株を筋管へと分化誘導し、その過程における R3hdml の発現解
析を RT-PCR、realtime-PCR、ウェスタンブロットにより行った。さらに
si-RNA を用いて R3hdml 遺伝子のサイレンシングを行い、C2C12 細胞の
筋分化に及ぼす影響を検討した。R3hdml の発現様式を評価するために、
R3hdml 転写開始部位 5’末端上流 781bp をルシフェラーゼレポーターベ
クターにクローニングしたプラスミド (R3hdml-luc)を作成し、C2C12 細
胞にトランスフェクションした後にルシフェラーゼアッセイを行った。
また R3hdml ノックアウトマウス(R3hdml KO マウス)を作成し、成長発
達過程および Cardiotoxin (CTX) 投与による骨格筋損傷時の骨格筋表現
型を検討した。in vivo における R3hdml の発現解析は in situ hybridization
と免疫染色法を用いた。 
 
【結果・考察】 
R3hdml 遺伝子/蛋白は、単離筋衛星細胞ならびに C2C12 細胞の分化に
伴い発現上昇した。si-RNA を用いた R3hdml 遺伝子のサイレンシングに
より、C2C12 細胞の分化に伴う筋管形成が 26.1%抑制された。
R3hdml-Luc を C2C12 細胞にトランスフェクションした所、C2C12 細胞
の分化に伴いルシフェラーゼ活性は増加した。さらに筋分化過程におけ
る R3hdml の発現制御機構を明らかにするために、R3hdml 転写開始部位
5’末端上流を、JASPAR データベースを用いて解析したところ、複数の
MyoD 結合部位が存在する事が明らかとなった。そこで R3hdml-Luc と
CMVプロモーター下に MyoDを発現させるプラスミドを C2C12細胞に
同時トランスフェクションした群 (MyoD 陽性)、トランスフェクション
しなかった群 (MyoD 陰性)におけるルシフェラーゼ活性を比較した。そ
の結果、トランスフェクション 3 日後において、MyoD 陽性群のルシフ
ェラーゼ活性が MyoD 陰性群と比較し 3.66 倍と有意に上昇していたこ
とから、MyoD が R3hdml の発現制御に関わる一因子の可能性が示唆さ
れた。 
マウス骨格筋において R3hdml 遺伝子発現は出生直後に観察され、成
後 21 日には消失した。R3hdml ノックアウトマウス(R3hdml KO)の骨格
筋重量は野生型に比べて 79.1%と有意に少なかった。R3hdml KO から単
離された筋衛星細胞は、Ki67 陽性細胞数が野生型と比べて 82.9%少なく、
増殖能の低下を認めた。出生直後の R3hdml KO 骨格筋では細胞周期促
進因子である Ccnd1 (Cyclin D1)、E2f1 の発現が各々39.0%、34.7%と少
なく、一方で細胞周期抑制因子である Cdkn1a (p21) の発現は 76.0%増加
した。また R3hdml KO 大腿直筋は野生型と比し低形成であり、筋分化
誘導因子である Pax-7、MyoD、Myogenin の発現は各々70.2%、56.6%、
57.3%と低下を認めた。 
電子顕微鏡下の観察では出生直後の R3hdml KO 骨格筋においてサル
コメアの短縮と Z 帯の不明瞭化を認め、Insulin like growth factor 1 
(IGF-1)シグナルの低下が示唆された。実際 Igf-1 の発現は、R3hdml KO
骨格筋において 27.2%低下し、IGF-1 下流シグナルの一つである Akt の
リン酸化も 49.2%低下していた。 
さらに R3hdml 遺伝子は、10 µM CTX 投与後の再生骨格筋において
MyoD 陽性の筋衛星細胞で発現が亢進し、R3hdml KO では CTX 投与後
の筋再生、筋力の回復が野生型と比し遅延した。 
 
【結論】R3hdml は筋衛星細胞の分化・再生に関与する新たな因子であ
り、その機能の解明は筋疾患の病態理解に寄与すると期待される。 
